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［摘要］  背景与目的：胶质瘤相关癌基因同源蛋白2（glioma-associated oncogene homologue 2，GLI2）是Hedgehog信

号通路重要的转录因子，不仅参与正常的细胞分化，而且在多种肿瘤细胞中异常激活，与肿瘤转移密切相关。探讨GLI2

与结肠癌细胞系SW620上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）的关系及其可能机制。方法：采用实时

荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）检测人结肠癌细胞系

SW620、SW480、HCT116和HT29中E-cadherin mRNA表达，以GLI2干扰慢病毒感染SW620细胞，用RTFQ-PCR和蛋白质

印迹法（Western blot）检测细胞中GLI2 mRNA表达和蛋白水平，采用Transwell小室检测细胞侵袭、迁移能力，黏附实验

检测同、异种细胞间黏附能力，Western blot检测细胞中p-AKT、N-cadherin、vimentin、MMP2和E-cadherin蛋白水平。结

果：4种细胞系中，SW620的E-cadherin mRNA表达最低（P<0.05），SW620转染72 h后，可见明显的荧光表达；与空病

毒组和对照组相比，干扰组细胞的GLI2表达降低（P<0.05）；细胞侵袭和迁移能力减弱（P<0.05）；同种细胞黏附能力

增强（P<0.05）；异种细胞黏附能力减弱（P<0.05）；p-AKT、N-cadherin、vimentin和MMP-2的表达降低（P<0.05）、

E-cadherin表达增加（P<0.05）。结论：GLI2可能通过上调p-AKT、N-cadherin、vimentin和MMP-2表达和抑制E-cadherin表

达来促进结肠癌细胞系SW620的EMT。

［关键词］ 胶质瘤相关癌基因同源蛋白2；SW620；上皮-间质转化；转移

DOI: 10.19401/j.cnki.1007-3639.2020.04.003
中图分类号：R735.3+5  　文献标志码：A　　文章编号：1007-3639(2020)04-0254-07

Glioma-associated oncogene homologue 2 promotes epithelial-mesenchymal transition in colon cancer cell 
line SW620  KANG Qingjie, XIANG Zheng  (Department of Gastrointestinal Surgery, First Affiliated Hospital of 
Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)
Correspondence to: XIANG Zheng  E-mail: xiangzhengly@163.com
［Abstract］ Background and purpose: Glioma-associated oncogene homologue 2 (GLI2) is an important transcription factor of 

Hedgehog signaling pathway, which is involved in not only normal cell differentiation, but also abnormal activation in a variety of 

tumor cells. GLI2 is closely related to tumor metastasis. This study aimed to explore the relationship between GLI2 and epithelial-

mesenchymal transition (EMT) of colon cancer cell line SW620 and its possible mechanism. Methods: The expression of E-cadherin 

mRNA was confirmed by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) in human colon cancer cell 

lines SW620, SW480, HCT116 and HT29. The SW620 cells were infected with GLI2 interference lentivirus. The expressions of 

GLI2 mRNA and protein were confirmed by RTFQ-PCR and Western blot. Transwell chamber was used to detect the ability of 

invasion and migration. Adhesion experiment was used to detect the ability of homogeneous and heterogeneous cell intercellular 

adhesion. Western blot was used to detect the protein expressions of p-AKT, N-cadherin, vimentin, MMP2 and E-cadherin. Results: 

The E-cadherin mRNA expression was the lowest in SW620 cell line among the 4 cell lines (P<0.05). After SW620 cells were 

infected with GLI2 interference lentivirus for 72 h, significant fluorescence expression could be seen. Compared with the empty 

vector group and the control group, the expression of  GLI2 was lower (P<0.05), the invasion and migration abilities were diminished 
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　　结直肠癌是一种消化道常见恶性肿瘤，近

年来发病率呈明显上升趋势，根据国家癌症中

心2015年癌症统计数据，中国结直肠癌的发病

率和死亡率均位列第5位［1］。上皮 -间质转化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）是指

上皮细胞在特定的生理和病理情况下极性消失，

黏附力下降，骨架重塑，转变成运动能力增强的

间质样上皮的现象。它不仅与胚胎发育、创伤

修复密切相关，而且新近研究表明，它是肿瘤

细胞发生侵袭和转移的关键启动步骤［2］。而肿

瘤转移又是影响患者预后不良的关键问题，因此

深入研究EMT发生的分子机制显得尤为重要。

胶质瘤相关癌基因同源蛋白2（glioma-associated 
oncogene homologue 2，GLI2）作为Hedgehog
（Hh）信号通路重要的转录因子，具有转录激活

Hh通路的作用，它不仅对细胞分化与器官发育调

节有重要作用，而且最新研究发现它在多种肿瘤

细胞中异常激活，参与肿瘤增殖和转移的恶性进	

程［3］。但目前在结肠癌中关于GLI2与EMT关系

的研究较少，本研究拟探讨GLI2与结肠癌细胞系

SW620的EMT的关系，进一步阐明结肠癌EMT发
生的分子机制。

1 材料和方法

1.1  材料和细胞系  

　　S W 6 2 0、S W 4 8 0、H C T 11 6、H T 2 9和

H U V E C 细胞系由重庆医科大学附属第一

医院中心实验室提供。干扰人G L I 2的慢病

毒（ shRNA：5’ -GATCTGGACAGGGATG 
ACT-3’）和空载体慢病毒（shRNA：5’-TTCTCC 
GAACGTGTCACGT-3’）购自上海纽恩生物科

技有限公司，实时荧光定量聚合酶链反应（real-
time fluorescence quantitative polymerase chain 
reaction，RTFQ-PCR）相关试剂盒购自宝生物

工程（大连）有限公司，抗人GLI2抗体购自美

国Santa Cruz公司，抗人p-AKT抗体购自美国

Cell Signaling公司，抗人N-cadherin、vimentin、
MMP2和E-cadherin抗体、鼠抗人GAPDH抗体、

辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔和羊抗鼠

二抗购自武汉三鹰生物技术有限公司，Matrigel
基质胶购自美国Becton Dickinson公司，蛋白质印

迹法（Western blot）相关试剂购自上海碧云天生

物技术有限公司。

1.2  方法

1.2.1 细胞培养  
　　细胞用含10%胎牛血清、5%青霉素-链霉素

双抗RPMI-1640或DMEM培养基置于37 ℃、CO2

体积分数为5%的培养箱中培养。

1.2.2 RTFQ-PCR检测细胞mRNA表达 
　　细胞常规培养72 h后，按说明书用TRIzol
法抽提各组R N A、逆转录获得c D N A，再用

S Y B Y荧光定量试剂盒进行P C R实时扩增，

反应在C F X  9 6型RT F Q - P C R仪上进行，条

件：预变性95 ℃ 30 s，然后95 ℃ 5 s，60℃ 
30 s，反应40个循环，结果以2 -ΔΔCt值表示待

测样本基因表达量相对于校准样本基因表

达量的倍数。各引物序列如下：E -cadher in
上游引物为5 ’ - T G G C T T C C C T C T T T C AT C 
T C C - 3 ’，下游引物为 5 ’ - T C ATA G T T C C G 
C T C T G T C T T T G G - 3 ’， G L I 2 上游引物为

5’ -GGTGTATCCCACGGAAAGCA-3’，下

游引物为 5 ’ - A A A G C C TA A C T G G C AT C C 
T C C - 3 ’；G A P D H上游引物为5 ’ - C T T T G G 
TAT C G T G G A A G G A C T C - 3 ’，下游引物为

5’-GTAGAGGCAGGGATGATGTTCT-3’，实验重

复3次。

1.2.3 分组及慢病毒感染  
　　实验设干扰组（感染干扰慢病毒）、空病毒

组（感染空病毒）、对照组（SW620细胞）。取

(P<0.05), the homogeneous cell intercellular adhesion ability increased (P<0.05), the heterogeneous cell intercellular adhesion 

ability decreased (P<0.05), the protein expressions of p-AKT, N-cadherin, vimentin and MMP-2 decreased (P<0.05), and the protein 

expression of E-cadherin increased in the interference group (P<0.05). Conclusion: GLI2 may promote EMT of colon cancer cell 

line SW620 by upregulating the expressions of p-AKT, N-cadherin, vimentin and MMP-2 and inhibiting the expression of E-cadherin.

［Key words］Glioma-associated oncogene homologue 2; SW620; Epithelial-mesenchymal transition; Metastasis
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对数生长期细胞，调整细胞成1×106个/mL，铺6
孔板（每组设3个复孔），每孔铺2×105个细胞，

细胞贴壁后，以MOI 30加入GLI2干扰慢病毒和

空载体慢病毒，每孔液体总容量保持在1 mL，每

孔加入5 μg的Polybrene，24 h后换夜，72 h后用

荧光显微镜摄像。

1.2.4 Transwell小室检测细胞侵袭及迁移能力      
　　侵袭实验：将Matrigel基质胶用无血清培养

基1∶3稀释后取40 μL铺Transwell小室（8 μｍ）

上室，紫外线照射过夜，实验前用无血清培养液

水化，各组取400 μL细胞悬液加入上室，下室加

10%胎牛血清培养液600 μL，常规培养24 h，擦

去上室基质胶和细胞，多聚甲醛固定，结晶紫染

色、封片，显微镜下计数5个视野平均穿膜细胞

数。迁移实验：上室内不铺胶，余操作同前，实

验重复3次。

1.2.5 黏附实验

　　取对数生长期的SW620和HUVEC细胞制

成细胞悬液，分别取100 μL/1×105个SW620和
HUVEC细胞接种于96孔板除第1、7、12列的

A~C排孔和E~G排孔，培养至细胞基本铺满孔

板底部；取空病毒组细胞100 μL/1×105个加至96
孔板第3至7列除D排的A~G孔内，等量干扰组细

胞加入第8~12列除D排的A~G孔内，每隔30 min
吸出3、8列，4、9列，5、10列，6、11列所有

孔上清液，120 min后离心，吸出2、7、12列所

有孔内上清液，吸出后每孔用磷酸盐缓冲溶液

（phosphate-buffered saline，PBS）液轻洗，每孔

加入100 μL无血清培养基后再加入20 μL MTT，

4 h后离心去上清液后每孔加入150 μL二甲基亚砜

（DMSO），即在570 nm波长处测吸光度（D）

值；计算同（异）种黏附率=［D同(异)种各时间段– 
D同（异）种空白组］/D空病毒组或干扰组，对照组黏附能力变

化检测同上，实验重复3次。

1.2.6 Western blot检测细胞GLI2、p-AKT、

N-cadherin、vimentin、MMP2和E-cadherin蛋白

水平

　　将各组细胞裂解后取上清液，用二喹啉甲酸

（bicinchoninic acid，BCA）法定量。每孔加等

量蛋白样品，进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE）凝胶电泳，然后电

转至聚偏二氟乙烯膜（polyvinylidene fluoride，
PVDF膜）后封闭2 h，加入稀释后的一抗：抗

GLI2抗体（1∶1 000）、抗p-AKT抗体（1∶1 
000）、抗MMP-2抗体（1∶500）、抗N-cadherin
抗体（1∶500）、抗vimentin抗体（1∶500）、

抗E-cadherin抗体（1∶500）和抗GAPDH抗体

（1∶2 000），4 ℃温育过夜，TBST洗膜，加

入对应二抗，室温1.5 h，漂洗后用ECL发光试剂

盒显影。凝胶成像系统扫描分析，以目的蛋白

与GAPDH的灰度值比值代表目的蛋白的表达水

平，实验重复3次。

1.3  统计学处理  

　　采用SPSS 19.0统计学软件，所有数据用x±s  
表示，多组之间比较采用单因素方差分析，两组

之间的比较采用最小显著差别（least significant 
difference，LSD）法。P<0.05为差异有统计学	

意义。

2 结  果

2.1  E-cadherin在4组细胞系中的表达情况

　　SW620与SW480、HCT116、HT29 细胞系

相比E-cadherin mRNA表达量最低（P<0.05，图

1）。E-cadherin表达减少是细胞发生EMT最主要

的标志。故本实验选取该SW620进行后续研究。

图 1  4组细胞系E-cadherin mRNA相对表达量

Fig. 1  The relative expression of E-cadherin mRNA in the four 

groups
*: P<0.05, compared with SW480, HCT116 and HT29 cell lines

康清杰，等  胶质瘤相关癌基因同源蛋白2促进结肠癌细胞系SW620的上皮-间质转化
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2.2  重组慢病毒感染效果判定

　　荧光显微镜观察显示，感染干扰慢病毒和

空载体慢病毒72 h后，两组SW620细胞均可见绿

色荧光表达，转染效率均达90%以上（图2）。

干扰组GLI2 mRNA的表达量约为对照组的0.31

倍（P<0.05），蛋白的相对表达量约为对照组的

0.44倍（P<0.05，图3）。

（×200）
图 2  干扰慢病毒感染SW620的荧光图像

Fig. 2  Fluoroscopic image of SW620 infected with interference lentivirus

图 3  干扰慢病毒感染SW620后GLI2表达变化

Fig. 3  Expression of GLI2 in SW620 after infection with interference lentivirus
*: P<0.05, compared with control group and empty vector group; A and B: Expression of GLI2 protein in the three groups; C: mRNA expression of 
GLI2 in the three groups

（×100）
图 4  3组细胞侵袭能力比较

Fig. 4  Comparison of the invasion ability in the three groups

2.3  细胞侵袭和迁移能力情况     

　　侵袭实验发现，干扰组穿膜细胞数（57.5±4.6）
明显少于对照组（ 8 7 . 8 ± 8 . 2 ）和空病毒组

（80.3±4.8）（P<0.05）。迁移实验发现，干扰

组组穿膜细胞数（156.1±7.5）明显少于于对照组

（241.2±13.4）和空病毒组（224.8±10.6）（P<0.05，
图4~5）。侵袭和迁移实验中，对照组与空病毒组

相比差异均无统计学意义（P＞0.05）。
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2.4  细胞黏附率情况

　　在波长570 nm下测量D值算出各时段细胞

间黏附率。结果显示，干扰细胞在90和120 min时
间点的同种细胞黏附率高于对照组和空病毒组

（P<0.05），在60、90和120 min时间点的异种细胞

黏附率低于对照组和空病毒组 （P<0.05，表1）。

图 6  各组细胞p-AKT、E-cadherin、N-cadherin、vimentin和MMP2蛋白的表达

Fig. 6  The protein expressions of p-AKT, E-cadherin, N-cadherin, vimentin and MMP2 in each group
*: P<0.05, compared with control group and empty vector group

表 1  同种及异种细胞间黏附率的比较

Tab. 1  Comparision of intercellular adhesion rate between the homogeneous and heterogeneous cells 

(x±s, N=3)

Category Group
Adhesion rate/%

30 min 60 min 90 min 120 min

Homogeneous Control group 0.091±0.003 0.109±0.009 0.162±0.006 0.228±0.015

Empty vector group 0.088±0.003 0.114±0.007 0.166±0.008 0.211±0.003

Interference group 0.085±0.004 0.121±0.003 0.239±0.026* 0.312±0.017*

Control group 0.350±0.029 0.489±0.012 0.614±0.012 0.781±0.015

Heterogeneous Empty vector group 0.378±0.026 0.496±0.012 0.647±0.026 0.744±0.039

Interference group 0.317±0.004 0.397±0.019* 0.456±0.021* 0.525±0.011*

*: P<0.05, compared with control group and empty vector group

2.5  Western blot检测p-AKT、E-cadherin、

N-cadherin、vimentin和MMP2蛋白的表达。

　　干扰组p-AKT、N-cadherin、vimentin和 

M M P 2蛋白表达量均低于对照组和空病毒组

（P<0.05），E-cadherin蛋白表达量高于对照组

和空病毒组（P<0.05，图6）。

（×100）

图 5  3组细胞迁移能力比较

Fig. 5  Comparison of the migration ability in the three groups

康清杰，等  胶质瘤相关癌基因同源蛋白2促进结肠癌细胞系SW620的上皮-间质转化
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3 讨  论

　　肿瘤转移是指肿瘤细胞脱离原发生长部位，

通过各种转运途径，在远离原发灶处形成同质

肿瘤的过程，它是影响患者预后最主要的因素。

这个过程极其复杂，涉及细胞之间黏附能力改

变，细胞外基质的降解以及细胞运动能力的改

变等各个方面。EMT作为浸润迁移过程中的

重要现象，已被证实是肿瘤转移的重要机制之	

一［4］。上皮细胞发生EMT后，细胞由上皮样表

型向间质表型转换，维持上皮细胞之间黏附的上

皮标志物E-cadherin等表达水平会降低，间质细

胞表型标志物vimentin、N-cadherin等表达水平增	

加［5］。这些生物学标志的改变会使得细胞骨架

重构，细胞极性和黏附力改变，运动能力增强，

从而发生转移。

　　Hh信号通路是近年来肿瘤领域研究热点之

一，Hh信号通路由Hh信号多肽、跨膜蛋白受

体、跨膜蛋白及转录因子GLI等组成［6］。该通

路不仅能够参与正常组织的增殖和分化，而且

它的异常激活还与多种恶性肿瘤的发生、发展

密切相关［7］。它通过与Notch、phosphoinositide 
3-kinase，PI3K）/蛋白激酶B（protein kinase B，

AKT）、RAS等多种信号通路交联，共同促进肿

瘤的发生、发展［8］。GLI作为Hh信号通路终末

转录因子，是Hh信号通路产生效应的关键，GLI
蛋白进入细胞核后，通过对下游靶基因的调节来

影响恶性肿瘤的发展，GLI2作为既有激活功能又

有抑制功能的关键因子受到越来越多研究者的重

视。有研究者发现，GLI2可以通过转录激活下

游的ARHGEF16来促进人胶质瘤细胞的增殖和转	

移［9］。Yue等［10］同样发现Shh/GLI信号通路还能

通过促进肺癌细胞发生EMT来促进肿瘤细胞的转

移。但是目前关于GLI2与结肠癌EMT及转移的

关系仍不清楚。

　　为探讨GLI2对结肠癌细胞的EMT及转移能

力的影响，本研究首先对4种人结肠癌细胞系

SW620、SW480、HCT116和HT29中E-cadherin 
mRNA表达进行检测，发现E-cadherin在SW620

中的表达明显降低，而E-cadherin是介导上皮细

胞间黏附的标志分子，它表达减少是细胞发生 
EMT最主要的标志，这说明来自于淋巴转移灶的

SW620细胞发生了较为明显的EMT，故实验选取

该细胞系进行后续研究。然后研究者用重组慢病

毒沉默了SW620细胞中GLI2的表达后发现，上皮

细胞标志分子E-cadherin的表达水平显著增高，

而间质细胞标志分子N-cadherin及vimentin 表达

水平降低，这提示沉默SW620细胞GLI2的表达可

以一定程度上逆转SW620细胞的EMT，研究者再

通过transwell侵袭和迁移实验、黏附实验发现，

干扰组细胞的侵袭、迁移能力减弱，同种细胞间

黏附力增强，异种细胞间黏附力减弱，这提示

GLI2能通过促进SW620细胞发生EMT来增强细

胞的侵袭和迁移能力，最终导致肿瘤转移。

　　为进一步探讨G L I 2促进S W 6 2 0细胞发

生EMT的机制，实验检测了细胞内p-AKT和

MMP-2的表达情况，发现干扰组的p-AKT和

MMP-2表达较对照组明显降低。p-AKT作为

PI3K/AKT信号通路的核心分子，是该通路发

挥生物学效应的关键。PI3K/AKT信号通路广

泛存在于各种肿瘤中，它的异常激活与肿瘤

的转移密切相关［11］。PI3K/AKT信号通路可

以通过上调snail、twist等核转录因子和基质金

属蛋白酶（matrix metalloproteinase，MMP）
的表达，与Wnt、Notch等信号通过相互作用

诱导EMT发生［12］。研究者发现Hh信号通路

可以通过PI3K/AKT信号通路上调MMP-2、

M M P - 9的表达来促进胶质瘤细胞的侵袭转	

移［13］。MMP-2是基质金属蛋白酶中重要的一

员，它可以通过降解基底膜和细胞外基质来促进

肿瘤细胞侵袭转移。Xiang等［14］发现抑制GLI2
的表达能够通过MAPK/ERK通路下调MMP-2的
表达从而降低细胞侵袭迁移能力。以上研究与本

研究有相似之处。由此推测，在结肠癌SW620细
胞系中GLI2可能通过促进细胞EMT的进程，参

与肿瘤细胞的侵袭转移，其机制可能与p-AKT、

N-cadher in、viment in、MMP-2表达上调和

E-cadherin表达下调相关。

　　EMT的发生涉及多种转录因子和信号通路，
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是一个复杂的网络结构，它影响肿瘤发生侵袭和

转移的具体机制尚不清楚。本研究发现，在结肠

癌SW620细胞系发生EMT的过程中可能涉及Hh/
GLI通路和PI3K/Akt通路的关联，研究者将在后

续研究中进一步通过特异性阻断Hh通路和PI3K/
AKT通路，探讨二者与结肠癌细胞EMT发生的

关系，以期进一步揭示结肠癌EMT发生的分子	

机制。
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